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論文内容の要旨
序章
植物はその生存戦略上，配列の非常に似た多くの遺伝子ファミリーを持っていると言わ
れている。遺伝子ファミリーの発現ネットワークを解明するには，遺伝子導入によるシス
テマティクな遺伝子発現制御の技術が必須である。
そのためには，効率的に遺伝子導入できる巡伝子発現制御用のベクターと遺伝子導入系
を構築する必要がある。そこで，アグロパクテリウム (Agl.obactel'ium) によって遺伝子
導入されたナス科植物タバコ (Nicotiana taba.cum SRl) を用いて t DNA 組込みの前後の
ゲノム構造を比較した。それにより，効率的に遺伝子導入できるベクター構築が可能にな
った。次に，この知見をいかして TOMEXT3 (GenBank Accession No. D16456)遺伝子の
アンチセンス RNA を発現するためのベクターを構築した。このベクターを用いてトマト
(Lycopel'sicon esculen tum Mill.)へ滋伝子導入した結果，この遺伝子の発現抑制により，
トマト果実の形質変化を引き起こすことができることを実議した。さらに，エンド型キシ
ログルカン転移酵素(お，loglucan endo主ransglucosylase/hYdrolaset 以後 XTH と表記す
る)遺伝子ファミリーに代表される櫛物遺伝子に特徴的な遺伝子ファミリーのそれぞれの
メンバーを識別しながら，遺伝子改変を行うため，バイオインフォマティクスの技術を応
用して網羅的な遺伝子特異的な配列設計技術を開発した。
これらの結果から，遺伝子導入により櫛物の遺伝子ファミリーの発現をシステマティク
に制御できる可能性を切り照いたので，以下に詳細を報告する。
第一章 アグロパクテリウムによる遺伝子導入における植物ゲノムの再編成
アグロパクテリウムによる植物への遺伝子導入において，アグロパクテリウムがもっ因
子に関しては研究が進んでいた。しかしながら， T~DNA が植物に導入されてから染色体
DNA へ組込まれるメカニズムは不明であった。これを理解するためには，級込みの前後の
ゲノム構造を比較する必要がある。そこで，アグロパクテリウムによって遺伝子導入され
たタバコを用いて，組込みの前後のゲノム構造を比較した。
インパースポリメラーゼ連鎖反応 (inverse polymerase chain reaction，以後インパー
ス PCR と表記する)によって，形質転換タバコのゲノム DNA から T-DNA/plant DNA の
ジヤンクションを含むゲノム DNA の領域(ジヤンクション領域)を増幅して塩基配列を
決定した。次に，決定したジヤンクション領域の配列を用いて，ポリメラーゼ連鎖反応
(polymerase chain reaction，以後 PCR と表記する)によって，非形質転換タバコのゲ
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mRNA 発現量とl'ed ステージの果実の直径には正の相関関係があった。また，トマト果汁
の糖度との聞には負の栢関関係があった。
これらの結果より， LeEXGT は，トマト果実のような細胞分裂が終わり細胞拡大の盛ん
な器官においては，細胞拡大の制御を還して植物の器官の形態，性質を変化させることが
できることが示された。
第三章 遺伝子導入によるシステマティックな遺伝子の発現抑制法の開発
モデル植物であるシロイヌナズナのほぼ全遺伝子(約 25 ， 000 遺伝子)について，遺伝
子配列を比較してミニマムホモロジー領域を探す方法によって， RNA 干渉 (RNAi)法に
よる発現抑制に有用な遺伝子特異的 DNA 配列を設計した。設計した約 300bp の配列をタ
ーゲット領域として，かずさ DNA 研究所のシロイヌナズナ cDNA クローン及びシロイヌ
ナズナゲノムを鋳型に各 DNA 断片を増幅し，各遺伝子の検出および遺伝子発現抑制に使
用可能な DNA 誇rr片ライブラリーを作製した。
発現抑制効果を確かめるために，花の形態形成に関連する 3 種類のホメオティック遺伝
子の DNA 断片を用いた RNAi 用ベクターをシロイヌナズナに導入し，形質転換体を作製
した。この際. RNAi ベクターは，これらの断片を含む骨格部分が遺伝子導入の際の複雑
な再構成の影響を受けないように， 2 種の選択マーカー遺伝子に挟まれた構造とした。形
質転換体を作製した結果，それぞれの遺伝子の欠損変具体に特徴的な花の形態に変化した
形質転換体を確認できた。また，形質転換機物体内での当該の mRNA レベルはリアルタ
イム RT-PCR (real・time reverse transcription-PCR) で測定し，自的遺伝子発現が有意
に抑制されていることを確認できた。
シロイヌナズナのほぼ全遺伝子の特異的 DNA フラグメント情報はデータベースとして
公開した(http://artra.kazusa.or.jp )。これによって. ABRC (Arabidopsis Biological 
Resource Center at The Ohio State U niversity) ，理化学研究所バイオリソースセンター
および NASC (The Nottingham Arabidopsis Stock Centre)の主要なストックセンター
に目的遺伝子欠螺変異体の種子がない場合でも，手間をかけることなく簡単に遺伝子発現
抑制した植物を作製でき目的遺伝子の機能の解析を進めることができるようになった。
終章今後の展望
本研究によって，遺伝子導入によるシステマティックな遺伝子特異的な発現抑制の手法
ハU? ?
論文審査結果の要旨
アグロパクテリワム・ツメファシエンス (Agrobacterium tumefaciens) による植物体への遺伝子
導入法は，植物科学の根幹を成す研究手法であると同時に，遺伝子組換えによる植物資源開発にお
いて不可欠の技術でもある。この技術は，土壌細菌のー穫で‘あるアグロパクテリウムが植物に感染
する際に，締菌が宿す Ti プラスミド中の T-DNA 領域を，植物細胞内に移行させ，最終的に植物染
色体内に組込む働きを利用したものである。この技術の改善およびその応用を進めるには， T-DNA 
が植物染色体に組込まれる分子過程の解剖が必須である。この過程のうちーアグ、ロパクテリウム側
の因子については，従前より詳細な研究がなされてきたが， T-DNA が植物染色体 DNA 内に組込まれ
るメカニズムについては不明で、あったo 本論文では，まず，この点に着目し，タバコ (Nicotiana
tabacUD1 SRl)植物体がアグロパクテリウムにより遺伝子導入される前後の，染色体上のジヤンク
ション領域とターゲット領域を比較した。その結果，遺伝子組込みに伴ってタ}ゲ‘ット領域および
r-DNA 中に短い塩基配列の重複が生じることが明らかとなり，この知見に基づいて，効率的な遺伝
子導入を行うための T-DNAベクター設計の指針が示された。
次に，この遺伝子導入法を用いて，細胞鍵構築に関わる遺伝子の一つ，エンド型キシログルカン
長移酵素/加水分解酵素遺伝子の発現をアンチセンス法により抑制するためのベクターを設計し
むこのベクターにより， トマトの形質転換体を作成し，果実におけるエンド型キシログノレカン転
多酵素/加水分解酵素遺伝子の発現と形質を比較し，ベクターが設計通りに機能し，果実の細胞壁
〉形質を改変できることを示した。
更に，シロイヌナズナのゲノムおよび発現デ}タベ}スより，生物情報技術を用いて，遺伝子特
i的な誠NA 臨列を抽出するプロトコノレの開発も行っている。一般に，樺物は後生動物に比べ，パ
F ログが多いことから，特定遺伝子の発現を抑制するには，間一遺伝子ファミリ}内の類縁遺伝子
?区別して，特異的に発現を抑制する遺伝子コンストラクトの作成が不可欠であるのでーこのプロ
コル開発は，ベクター設計を容易にした点で，大きな技術革新である。
遺伝子導入による植物の遺伝子ファミリ}の発現制御に関する以上の一連の研究は，植物の形質
i換体作製を効率的立つ網羅的に進めるための技術的基披となる点で，新規性が高く，植物科学の
展に大きく寄与すると判断できる。
以上の研究成果は，いずれも，大場利治が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学
を有することを示している。よって，大場利治提出の論文は，博士(生命科学)の博士論文とし
合格と認める。
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